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摘要 :【 目 的 】 吡 哆 醛 激酶 (pyridoxal kinase，PLK, EC 2.7.1.35) 是 维生素 Be 的 关键 代谢 酶 。 本 研究 原核 表达 家 看 
Bombyx mori 重组 PLK, 为 进一步 开展 家 看 PLK 的 催化 作用 机 制 和 表达 调控 机 制 的 研究 芮 定 基础 。【 方 法 】 构 建 家 鼻 
PLK 基因 融合 表达 质粒 , 转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 诱导 表达 , 经 Ni 亲 和 层 析 纯 化 后 , 对 融合 蛋白 的 催化 活性 进 
行 分 析 。[【 结果 】 纯 化 后 的 家 看 重组 PLK 经 SDS-PAGE 鉴定 为 单一 条 带 ， 比 活力 为 1 800 U/mg, 纯化 倍数 为 40 倍 。 
在 底 物 过 量 的 条 件 下 ,该 重组 酶 的 体外 最 适 反应 温度 是 50%C ; 最 适 pH 为 5.5 ~ 6; Zn “是 酶 促 反 应 有 效 的 激活 剂 。 
【结论 ] 重 组 家 乔 PLK 与 来 源 于 家 看 组 织 的 PLK 具有 相同 的 催化 性 质 。 
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Fusion expression and purification of pyridoxal kinase of Bombyx mori 
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University, Hefei 230036, China) 

Abstract:【 Aim 】 Pyridoxal kinase (PLK, EC 2.7.1.35) is a key enzyme related to vitamin B, 
metabolism. In this study, recombinant pyridoxal kinase of Bombyx mori will be expressed, which will lay a 
foundation for further study on regulation mechanism, catalytic mechanism and structure of PLK in B. mori. 
【 Methods)] After fusion expression vector harboring PLK gene of B. mori was constructed, the recombinant 
vector was transformed to Escherichia coli Rosetta for induction and expression, and then the characteristics 
of the purified recombinant protein was analyzed after the expression product was purified using affinity 
chromatography by Ni’* column. 【 Results 】 Only one band was observed when the purified PLK was 
separated on SDS-PAGE. The PLK was enriched by 40-fold and its specific activity was 1 800 U/mg. The 
optimum temperature and pH of this enzyme was about 50°C , and 5.5 -6, respectively, and Zn ”was the 
effective activator in enzymatic reaction. 【 Conclusion 】The recombinant PLK exhibited the same catalytic 
characteristics as the native protein obtained from tissues of B. mori. 
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爸 酸 吡 哆 醛 (pyridoxal-$:-phosphate ，PLP ) 是 维 
生 素 Bi(VBe ) 的 主要 辅酶 形式 , 参与 氨基 酸 代 谢 的 
各 种 反应 ( Kerry et al.，1986)。 吡 哆 醛 激 酶 
(pyridoxal kinase, PLK, EC 2.7.1.35) 是 VB。 的 关 
键 代谢 酶 ( Wrenger et al.，2006) ,在 金属 阳离子 和 
ATP 存在 下 , 催化 吡 哆 醛 、 吡 哆 醇 及 吡 哆 胺 ,分 别 
形成 砍 酸 吡 哆 醛 、 磷 酸 吡 哆 醇和 磷酸 吡 哆 上 胺 
( McCormick and Chen ，1999 ) 。 哺 乳 动 物 和 微生物 
PLK 的 分 离 纯 化 、 酶 学 性 质 、 空 间 结 构 等 多 有 报道 
( Maras et al., 1999,; Lum et al., 2002,; Safo et al., 
2004 ; Salvo et al.，2004; Cao et al., 2006 ) ,而 昆虫 
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PLK 的 相关 人 研究 较 少 。 家 看 是 重要 经 济 昆 虫 ，VBs 
对 蛋 体 氨基 酸 人 代谢、 脂肪 酸 代 谢 以 及 转氨酶 活力 有 
较 大 影响 ( 张 剑 竟 和 黄龙 全 ，2003b); 家 蛋 体 内 
VBs 的 转换 代谢 与 哺乳 动物 存在 差异 ( 张 剑 竟 和 黄 
龙 全 , 2003a) ; 深信 人 研究 家 簿 PLK 的 催化 机 制 和 表 
达 调 控 机 制 有 重要 意义 。 

张 剑 章 等 (2008 ) 采用 生物 信息 学 原理 和 PCR 
方法 , 从 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 死 隆 出 家 和 蛋 PLK cDNA 
(GenBank 登录 号 : DQ452397) ,构建 非 融 合 表达 载 
体 pET22-PLK 进行 原核 表达 , 并 对 表达 产物 进行 了 
功能 鉴定 。 家 和 蛋 PLK cDNA 含有 一 894 bp 的 完整 
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读 码 框 , 编码 一 条 分 子 量 为 33. 1 kD, 含 298 个 氨基 
酸 残 基 的 蛋白 质 。 本 研究 进一步 构建 家 蛋 PLK 融 
合 表达 质粒 pET22b-His-PLK, 原核 表达 、 纯 化 出 重 
组 借 日 , 为 进一步 分 析 家 下 PLK 催化 作用 机 制 ,， 制 
备 多 克隆 抗体 、 检 测 PLK 的 表达 提供 了 实验 材料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 和 菌株、 载体 和 试剂 

DH5a 克隆 菌株 、pET-22b( + ) 载 体 由 安徽 农业 
大 学 条 时 生物 技术 重点 实验 室 保 存 。 表 达 丙 株 
Escherichia co1 Rosetta( DE3 ) 、Pfu 聚合 酶 和 午 白 质 
Marker 购 日 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 ; 限制 性 
内 切 酶 Nde 【 和 Xho 【| 、T4 连接 酶 购 上 月 TaKaRa 公 
司 ; 胶 回 收 试剂 盒 购 目 Axygen 生物 技术 有 限 公 司 ; 
寞 内 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 车 (IPTG)、 二 硫 苏 糖 醒 
(DTT) 、 本 甲 基 磺 酰 气 (PMSF) \ 浴 示 酶 、 妥 下 青霉素 
钠 (Amp ， Na )、 握 寒 素 (CM)、 三 磷酸 肋 芽 钠 盐 
(ATP. Na ) 和 和 牛 血 清 日 重 日 购 目 上 海 生 工 生物 工 
程 公司 ; Ni Sepharose ”6 Fast Flow 购 自 GE 公司 ; 
离心 超 滤 管 购 目 Millipore 公司 ; 吡 哆 醛 购 自 Sigma 
公司 。 引 物 合成 和 DNA 测序 由 上 海 生 工 生物 工程 
公司 完成 。 
1.2 家 乔 重 组 PLK 融合 表达 质粒 的 构建 

以 pET22-PLK 为 模板 , 设计 合成 引物 (上 游 引 
物 : 5'-GGCCATATGTCTCAAGATGATACTCCA-3",， 售 
体 字 表示 Nde 工 酶 切 位 点 , 下 划 线 部 分 为 起 始 密码 
子 ; 下 游 引 物 : 5'-GTCTCTCGAGGTTTATTTTCACAGC 
CTT-3', 斜体 字 表 示 Xho I 酶 切 位 点 ) 进行 PCR 扩 
增 。PCR 产物 和 pET-22b(+) 分 别 用 Nde I /Xho I 进 
行 双 酶 切 ; 酶 切 产 物 经 切 胶 回收 、 纯 化 后 用 T4 连接 
酶 连接 获得 重组 质粒 ,转化 DH5a 感受 态 细胞 ， 涂 
布 于 平板 培养 基 上 培养 。 挑 选单 菌落 提取 质粒 ,经 
Nde [ /Xho 双 酶 切 后 测序 鉴定 。 重 组 质粒 命名 为 
pET22b-His-PLK, 
1.3 家 和 大 重组 PLK 的 诱导 表达 及 纯化 

将 重组 质粒 pET22b-His-PLK 转化 Rosetta 后 接 
种 于 5 mL LB 液体 培养 基 (50 pg/mL Amp、 
34 pg/mL CM) 中 ，37%C、225 r/min 过 夜 培养 。 次 
日 按 1: 100 (体积 比 ) 扩 大 培养 , 30C 培养 至 菌 液 
0Dow 值 为 0.4 ~ 0.6 时 ， 加 入 IPTG 至 终 浓度 
1 mmol/ 工 ，16% 诱导 表达 12 h 后 离心 收集 菌 体 。 
加 入 20 mmolL 磷酸 钠 缓 冲 液 (pPH 7. 4， 含 
0.5 mol/L NaCl)S mL 重 惹 菌 体 添加 终 浓 度 


1 mmol/L DTT、10 mmol/L PMSF、100 pg/mL 溶菌 酶 
后 混 匀 。 冰 浴 下 超声 破碎 菌 体 , 4%C 下 8 000 r/min 离 
心 20 min 取 上 清 ， 即 为 粗 酶 液 。 粗 酶 液 经 Ni 
Sepharose ”6 Fast Flow( GE ) 分 离 纯 化 , 收集 目的 蛋 
日 进行 超 滤 浓缩 。 取 10 pL 样品 进行 SDS-PAGE 电 
泳 (浓缩 觅 5% 、 分 离 胶 12.5% ) 检 测 重 日 纯度 。 
1.4 家 等 重组 PLK 活力 的 测定 

酶 活力 测定 参照 Kerry 等 (1986 ) 的 方法 , 略 加 
改动 。 反 应 体系 3 mL, 由 70 mmolLL 磷酸 钾 缓 冲 液 
(pH 5.6)2.7 mL、 3 mmol/L ATP . Na, 0. 1 mL、 
3 mmol/L ZnCl, 0.05 mL 、 3 mmol/L 吡 哆 本 0.1 mL 
和 酶 液 0. 05 mL 构成 。37% 下 反应 10 min 后 ， 
388 nm 处 测定 吸光 值 。 酶 活力 单位 (U) 定 义 : 37%C 
下 , 每 分 钟 催化 生成 1 nmol PLP 所 需 的 酶 量 。 样 品 
中 有 重 白质 定量 采用 Bradford (1976 ) 法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 家 乔 重 组 PLK 融合 表达 质粒 的 构建 

质粒 PCR 扩 增 pET22b-His-PLK 重组 基因 产物 
经 1.2 % 琉 脂 糖 疑 胶 电 泳 ,可见 900 bp 左右 的 片 
段 , 与 预期 相符 (图 1)。 测 序 结 采 表明 , 在 家 看 
PLK 基因 的 C 末端 连 有 6 x His 标签 序列 , 融合 载 
体 构建 成 功 。 
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图 1 大 肠 杆菌 转化 子 PCR 检测 


PCR results of Escherichia coli transformants 





Fig. 1 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1: pET22b-His- 
PLK PCR 产物 PCR product of pET22b-His-PLK; 2: 空 载体 PCR 产物 
PCR product of empty vector. 


2.2 家 等 重组 PLK 的 融合 表达 与 纯化 

家 到 PLK 的 理论 分 子 量 为 33.1 kD, 组 氨 酸 标 
签 为 0.84 kD, 合计 分 子 量 为 33.94 kD。 重 组 表达 
菌株 经 IPTG 诱导 后 在 34 kD 附近 出 现 晶 的 蛋白 条 
带 , 该 重 日 主要 存在 于 落体 破碎 离心 后 的 上 清 中 ， 
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经 亲 和 层 析 纯 化 为 单一 条 带 ( 图 2)。 

表达 阔 液 超声 破碎 离心 后 所 得 粗 酶 液 的 比 活力 
为 45 U/mg, 经 Ni' 亲 和 层 析 后 的 比 活力 为 
1 800 U/mg, 纯化 倍数 为 40 售 ( 表 1)。 
2.3 ”家 每 重组 PLK 经 纯化 后 的 基本 酶 学 性 质 

在 底 物 过 量 的 情况 下 , 家 得 重组 PLK 的 体外 最 
适 反 应 温度 为 50%C (图 3); 最 适 p 了 值 为 3.5 ~ 6 
(图 4); Zn “是 有 效 的 激活 剂 ( 图 5) ， 其 他 金属 离 
子 对 酶 的 激活 作用 顺序 为 Fe > Mn > Co ”> 
Ca2+ 、 Mg2+ 。 


3 讨论 


融合 表达 系统 可 以 简化 重组 重 日 的 纯化 过 程 。 
常用 的 融合 标签 包括 合 胱 甘 肽 殊 基 转移 酶 ( GST ) 标 
签 、 多 聚 精 氨 酸 (Arg) 标签、 多 限 组 氨 酸 (His) 标 签 
及 杀 水 性 八 氨基 酸 肽 (Flag) 标 签 等 。His 标签 具有 
相对 分 子 量 小 、 无 免疫 原 性 \ 与 固定 的 金属 离子 结合 
力 强 \ 可 在 温和 条 件 下 洗 脱 等 优点 (Terpe，2003 ) 。 
本 人 研究 构建 带 有 His 标签 的 原核 表达 载体 , 表达 产 
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图 2 家 看 重组 PLK 纯化 的 SDS-PAGE 电泳 分 析 
Fig. 2 SDS-PAGE analysis on purification of recombinant 
pyridoxal kinase of Bombyx mo 
1: 空 菌 株 Escherichia coli Rosetta; 2: 含 pET22b-His-PLK 但 未 经 
IPTG 诱导 Expression of pET22b-His-PLK without IPTGC induction ; 
3: IPTC 诱 导 pET22b-His-PLK 表达 Expression of pET22b-His-PLK 
after induction with IPTG; M: 有恒 白质 分 子 量 标准 Protein molecular 
weight marker; 4 - 6: 分 别 为 超声 破碎 后 的 菌 液 、 上 清和 沉 演 
Mixture, supernatant and precipitation of bacterial liquid after 
ultrasonication ， respectively; 7: 纯化 家 看 重组 PLK Punified 


recombinant PLK of B. mor. 


表 1 家 等 重组 吡 哆 醛 激酶 的 纯化 


Table 1 Purification of recombinant pyridoxal kinase of Bombyx mori 


处 理 体积 (mL) 
Treatment 


Crude extract 


Volume 


10 38 


亲 和 层 析 


1.3 0.26 
Affinity chromatography 


120 
100 


80 


相对 活力 ( %) 
Relative activity 
人 2 


20 30 40 S50 60 
温度 Temperature ( %C ) 
图 3 温度 对 家 和 看 重组 吡 哆 醛 激 酶 酶 活性 的 影响 


Fig. 3 Effect of temperature on the activity of recombinant 





pyridoxal kinase of Bombyx mo 
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Specific activity 


1 710 171 45 
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图 4 pH 值 对 家 蛋 重 组 吡 哆 醛 激 酶 酶 活性 的 影响 


Fig. 4 Effect of pH value on the activity of recombinant 





pyridoxal kinase of Bombyx mo 
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二 价 金 属 离 子 Divalent metal ions 
图 5 不 同 金 属 离子 对 家 看 重组 吡 哆 醛 激 酶 活力 的 影响 
Fig. 3 Effect of different divalent metal ions on the activity of 


recombinant pyridoxal kinase of Bombyx mort 


物 经 简单 亲 和 层 析 纯 化 后 ,获得 了 SDS-PAGE 鉴定 
为 单一 蛋 日 质 成 分 的 家 看 重组 PLK。 

重组 蛋白 开放 阅读 框 中 如 果 存 在 大 肠 杆菌 的 稀 
有 密码 子 , 外 源 蛋 日 的 合成 速率 和 表达 量 会 显著 降 
低 (Spanjaard and van Duin, 1988; Wakagi et al., 
1998 ) 。 为 避免 家 看 PLK 序列 中 存在 的 8 个 大 肠 杆 
菌 稀 有 精 氨 酸 密码 子 (AGG 和 ACA ) 对 融合 重 日 表 
达 的 影响 , 本 研究 选用 A，coli Rosetta( DE3 ) 作为 表 
达 阔 株 。E.，coli Rosetta 含有 一 种 能 提供 精 氟 酸 稀 
有 密码 子 的 tRNA 质粒 , 可 以 增加 含有 稀有 密码 子 
重组 蛋 日 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 。 结 有 果 表 明 家 看 重组 
PLK 在 .coli Rosetta 菌株 中 得 到 了 高 效 表达 。 

近年 来 , 猪 Susscrofa domestica、 人 Homo sapiens、 
所 南齐 Arabidopsis thaliana、 小 麦 Triticum aestivum 和 
症 原 忠 Plasmodium falciparum PLK 基因 /cDNA 成 功 
地 在 大 肠 杆菌 中 表达 , 表达 出 的 重组 蛋 昌 具有 和 天 
然 重 白 相同 的 酶 学 性 质 、 人 免疫 原 性 和 酶 动力 学 参数 
(Gao et al., 1998; Lee et al., 2000; Lum et al., 
2002; Wang et al., 2004; Wrenger et al., 2006), 并 
日 适用 于 和 蛋 昌 结构 的 研究 (Cao et al.，2006; 
Musayev et al., 2007 ) 。 本 人 研究 采用 大 肠 杆 菌 表达 纯 
化 的 家 不 重组 PLK, 也 与 从 家 不 组 织 直 接 提 取 的 
PLK( Huang et al.，1999 ) 的 催化 性 质 一 致 ， 为 进 一 
步 开展 家 春 PLK 的 催化 机 制 和 表达 调控 机 制 的 研 
究竟 定 了 基础 。 
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